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(54) Title: ANTITHROMBOTIC USE OF GLYCINE BETAINE 



(54) Titrc: LA GLYCINE BETAlNE POUR SON USAGE ANTITHROMBOTIQUE 



(57) Abstract 



The invention concerns the use of glycine betaine to eliminate physiopathological vascular diseases. The invention concerns the 
curative and preventive activity of glycine betaine in the pathogenesis of thromboembolic and hemostatic diseases of arterial or venous 
origin. Glycine betaine has a preventing activity by inhibiting the formation of thrombi and a curative activity inhibiting the proliferation 
of thrombi by eliminating them. The invention is characterised in that glycine betaine does not present any risk of haemorrhage or allergy 
contrarily to molecules and treatments currently used. The invention also concerns the use of glycine betaine as anticoagulant for blood 
preservation. 

(57) Abrdg* 

L'invention consiste en l'utilisation de la glycine bdtaine pour dliminer les atteintes physiopathologiques vasculaires. L' invention se 
rapporte a l'activite* curative et preventive de la glycine betaine dans la pathogdnie des maladies thrombo-emboliques et hdmostasiques 
d'origine artdrielle ou veineuse. La glycine bdtai'ne a une activity preventive en empechant la formation des thrombi et une activite* curative 
empechant ia proliferation des thrombi en les d6truisant. L'interet de Tinvention reside dans le fait que l'utilisation de la glycine bdtaine 
ne presente aucun risque hdmorragique ou allergique par opposition aux molecules et traitements actuellement utilises. L'invention consiste 
dgalement en 1* utilisation de la glycine bdtaine comme anti-coagulant pour la conservation du sang. 
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LA GLYCINE BETAINE POUR SON USAGE ANTITHROM BOTI QUE . 

5 



10 L'invention consiste en Futilisation de ia glycine betai'ne pour eliminer les atteintes 

physiopathologiques vasculaires. L'invention se rapporte a l'activite curative et preventive de 
la glycine betaine dans ia pathogenie des maladies thrombo-emboliques et hemostasiques 
d'origine arterielles ou veineuses. 

15 La glycine betame a une activite preventive en empechant la formation des thrombi et 

une activite curative empechant la proliferation des thrombi en les detruisant. L'interet de 
l'invention reside dans le fait que Tutilisation de la glycine betame ne presente aucun risque 
hemorragique ou allergique par opposition aux molecules et traitements actuellement utilises. 

20 

ETAT DE LA TECHNIQUE 

Les thromboses vasculaires sont une reponse de l'organisme face a l'agression de la 
paroi du vaisseau et de son contenu cellulaire et plasmatique. La thrombose est F activation 
25 localisee de la coagulation avec constitution d'un thrombus. 

L'interet suscite par cette pathologie ces dernieres annees a permis d'incriminer 
plusieurs facteurs : 

- Le vaisseau , la paroi vasculaire et les cellules endothelials 
30 - Le role des elements figures du sang 

- Les systemes de coagulation, de fibrinolyse, et leurs inhibiteurs. 

II existe plusieurs types de thromboses qui peuvent survenir au niveau des arteres, des 
veines, de la microcirculation des organes, des cavites du coeur et des surfaces artificielles en 

35 contact avec le sang. Les thromboses vasculaires sont une reponse de l'organisme a l'agression 
de la paroi du vaisseau et de son contenu cellulaire et plasmatique. La thrombose est une 
masse organisee d'elements sanguins (plaquettes, globules rouges et globules blancs), de fibrine 
et d'autres proteines plasmatiques, qui est deposee a la surface ou qui obstrue la lumiere du 
systeme vasculaire. Les mecanismes de la thrombose ressemblent a ceux de Themostase, mais 

40 sont pathologiques par leur localisation intravascular anormale. 

Les thromboses et les embolies sont la cause principale des complications cliniques des 
maladies cardio-vasculaires et de l'atherosclerose. 

D'apres Virchow, au moins trois types de facteurs thrombogenes determinent la 
45 localisation, Textension et la regression d'une thrombose : 

- Les facteurs hemodynamiques et rheologiques; 

- La lesion endotheliale; 
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- L' activation des constituants du sang, en particulier des plaquettes et de la coagulation 
qui aboutit a la formation de thrombine. 
La maladie thrombo-embolique, d'origine arterielle ou veineuse reste une des causes principals 
5 de deces dans les pays developpes. 

La thrombose arterielle est souvent due a une rupture de la plaque d'atherosclerose 
alors que la thrombose veineuse resulte du deficit d'un inhibiteur de la coagulation (AT III ) ou 
d'un deficit d'un activateur de la fibrinolyse (proteine S et/ou proteine C) ou plus frequemment 
d'une stase.En effet, si tous les deux resultent d'une interaction entre le sang et la paroi 
10 vasculaire, la formation d'une thrombose veineuse et/ou par une anomalie de l'hemostase. La 
thrombose arterielle est le plus souvent secondaire a une anomalie parietale et implique 
principalement les plaquettes sanguines. Elle contribue a une large variete de tableaux cliniques 
selon les lits arteriels interesses par F interruption de la vascularisation. La thrombose peut 
atteindre principalement les arteres cardiaques (coronaires), les arteres des membres inferieurs, 
15 cerebrales ou digestives. Ainsi, la maladie arterielle favorise la formation du thrombus lui meme 
responsable de la majorite des occlusions vasculaires terminates. De plus la participation du 
desordre de l'hemostase et du thrombus forme a d'autres lesions vasculaires est manifeste : 
aggravation des lesions de la paroi, ischemie et troubles de la microcirculation. 

On peut distinguer trois strategies therapeutiques dans la prevention des accidents lies 
20 aux thromboses. 

Les anticoagulants, lis constituent P element majeur de la prise en charge d'un patient 
presentant une affection thrombo-embolique. L'heparine et ses derives sont couramment 
utilises. Cependant, I'utilisation des heparines peut engendrer deux complications majeures, 
Phemorragie ou la thrombopenie. 

25 

Les anti-vitamines K (AVK). Prescrites pour des traitements au long cours, elles ne 
peuvent etre utilisees dans Purgence et ne peuvent etre prescrites simultanement avec d'autres 
anti-agregants dont elles potentialisent Peffet hemorragique. 

30 Les anti-agregants plaquettaires. Presents pour prevenir la thrombose arterielle liee a 

Tathero sclerose. Actuellement les principaux inhibiteurs du fonctionnement plaquettaire 
presents sont : Taspirine, la ticlopidine, le dipyridamole, et certains anti-inflammatoires non 
steroidiens comme le flurbiprofene et la prostacycline. Ces traitements possedent une reelle 
efficacite toute en presentant des effets indesirables sur les patients a terrains allergiques ou 

35 hemorragiques. 

Tous ces traitements malgre leur efficacite necessitent des precautions particulieres 
dans leurs utilisations, telles que 1' administration d*antidotes, les problemes de surdosages et 
les effets secondaires non desirables. Ces traitements impliquent un suivi necessaire des 
patients, du notamment aux problemes hemorragiques qui peuvent survenir pendant ou apres 
40 la medication ainsi qu'aux eventuelles incompatibilites avec d'autres medicaments. II etait done 
interessant de trouver une molecule a haut potentiel antithrombotique sans effets indesirables. 
De maniere tout a fait surprenante la glycine betaine est apparue comme possedant un haut 
potentiel therapeutique dans le traitement des thromboses. 

45 La glycine betaine ou betaine de formule (CH3)3N CH2 COOH est une 

molecule connue pour ses proprietes osmoprotectrices ainsi que pour ses utilisations 
cosmetiques et pharmaceutiques. Diverses applications pharmaceutiques de la betaine sont 
connues et en particulier Tutilisation de la betaine pour le traitement de Fhomocysteinurie 
cause de troubles cardio-vasculaires ( L. & B. Wilken J. Inher. Metab. Dis. 1997 ). Ainsi les 
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patients souffrant d'homocysteinurie, une anomaiie genetique, presentent de maniere 
prematuree des troubles atherosclerosiques et thrombo-emboliques ( SH. Mudd & al. The 
metabolic and molecular bases of inherited disease, 1995 ), ainsi que des maladies cardio- 
5 vasculaires ( Mc Cully . Atherosclerosis Rev 1 1, 1983 ). L'homocysteinurie est une deficience 
hereditaire dont la forme homozygote est rare. On estime que la prevalence de la forme 
heterozygote est de 1 pour 200 dans la population generate. 

L'homocyteinurie est due a des taux eleves d'homocysteine dans le plasma des patients 
atteints. L'administration de la betaine permet d'abaisser la concentration d'homocysteine dans 
10 le sang. 

Dans la publication WO 95 / 157 50, L'auteur afin de prevenir Ies desordres vasculaires 
chez les patients homocysteinuriques propose l'usage dans ses ingredients de la betaine. 

La publication WO 98 / 19690 s'interesse egalement aux patients souffrant d'un taux 
d'homocysteine eleve dans le sang. L'usage de la betaine entre autres ingredients est destine a 
15 reduire le taux d'homocysteine dans le sang, etant etabli que l'homocysteine est un facteur 
positif de risque dans l'occurence des maladies cardio-vasculaires, ainsi que dans la maladie 
d'Alzheimer. 

La publication EPO 347 864 decrit l'usage de la betaine parmi ses ingredients afin de 
lutter contre 1' augmentation dans le plasma humain des groupes sulfhydryls dus a la cysteine 
20 ainsi qu'a 1' homocysteine, et ainsi inhiber la formation des plaques d'atherosclerose. 

Cette activite anti-atherosclerosique est connue et largement documentee. Ces 
publications s'interessent a l'activite de la betaine sur le metabolisme des lipides ( Zapadnyuk 
& al. Biol. Med. 1987 ) ainsi que sur celui du cholesterol ( Panteleimonova & al . Farmakol. 
Toksikol , Moscow 1983 ). 
25 La publication WO 97 38685 decrit l'utilisation de la betaine et de la taurine afin de 

traiter les complications resultant de 1'ischemie dans certains organes. L'ischemie est un arret 
localise de la circulation sanguine et ne represente qu'une des pathologies dues a la thrombose 
La publication EPO 781 554 decrit dans ses exemples Texperimentation sur des coeurs 
enuclees, c'est a dire des coeurs extraits et isoles du systeme vasculaire. L'utilisation de la 
30 betaine pour ses proprietes osmoprotectrices et antiradicalaires connues permet ici aux auteurs 
de revendiquer son role protecteur du muscle cardiaque. 

D'autres formes de betaines ont ete proposees ( WO 97 / 06795 ) sans egaler a ce jour 
l'activite et les performances de la glycine betaine. 

35 Aucune de ces publications ne devoile l'activite de la glycine betaine vis a vis de la 

thrombose veineuse et/ou arterielle, ni son activite anti-agregante et anticoagulants 

La glycine betaine dans le cadre de la presente invention peut etre utilisee pour diverses 
applications cliniques telles que : 

40 

Thromboses coronariennes et thromboses veineuses 

- Infarctus, angine de poitrine, anevrisme, embolie pulmonaire, phlebite 

- Les embolies cerebrales 

- les chocs post-traumatiques d'origine chirurgicale ou non. 

45 - La prevention des accidents de microcirculation dans les cas suivants : hemophilic, . 

chimiotherapie, age, contraception orale par les oestrogenes, obesite, tabagisme, 
prothese. 

La prevention des risques lies a ['administration des produits de contraste ioniques 
et non ioniques. 
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MATERIEL ETMETHODE 

5 

A/ Principe de ia thrombose induite par laser. 

(Seiffge D. et aL, 1989 ; Weichter W. et al., 1983) 

Dans ce modele, la lesion de la paroi vasculaire est induite par un faisceau laser. Ce 
10 faisceau entraine une lesion limitee de 1'endothelium vasculaire (seulement 1 a 2 cellules sont 
detruites). La mise a nu du sous-endothelium, surface thrombogene, amene l'adhesion des 
plaquettes par l'intermediaire de la glycoproteine lb. Cette adhesion des plaquettes est suivie 
par leur activation. Elles forment des pseudopodes et secretent le contenu de leurs granules. 
Cette activation entraine l'apparition de la glycoproteine Ilb-llla necessaire a 1'agregation des 
15 plaquettes entre elles. Cette lesion est induite au niveau de la microcirculation mesenterique du 
rat. Elle est immediatement suivie par la formation d'un thrombus (quelques secondes). Ce 
thrombus qui grossit rapidement, sous Teffet du flux sanguin, embolise avant de se former a 
- nouveau. 

20 Dans ce dispositif T evaluation de Peffet de la glycine betai'ne a ete mene conjointement 

a Tetude de deux molecules pharmacologiquement actives utilisees comme reference: l'acide 
acetylsalicylique et 1'heparine ( de bas poids moleculaire ). L* evaluation a egalement pone sur 
Tactivite de la glycine betaine par rapport aux effets prothrombotiques induits par les 
produits de contraste. 

25 

B/ Thrombose induite par stase. 

Une laparotomie est effectuee pour degager la veine cave inferieure sur laquelle on 
pratique une ligature a To, a To + 2h injection sous cutanee de la glycine betaine, a To + 6h 
30 prelevement du caillot. 

CI Protocole experimental. 

Pour ces etudes on a utilise des rats Wistar males. Leur poids est compris entre 200 et 
35 250 grammes. Apres une periode de stabulation de 8 jours, les rats sont soumis a un jeune de 
12 heures. lis sont ensuite anesthesies, la glycine betai'ne est administree par voie sous cutanee 
et le mesentere (laser ) ou la veine cave ( stase) sont degages aux fins des experimentations. 



40 



45 
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EXEMPLES: 



Exemple 1 : Evaluation du nombre d'emboles et de la duree d'embolisation apres 
alteration vasculaire par les tirs lasers 





Nombre d'emboles 


Duree d'embolisation 
(minutes) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


5.33 ±0.58 


2±0 


Glycine betaine 5mg/kg 


2±0 


1 ±0 


Acide acetylsalicylique 
lOOmg/kg 


1 ± 1 


0,33 ± 0,58 


Heparine 2 mg/kg 


2,67 ± 0,58 


1 ±0 



10 

La glycine betaine reduit d'une fa?on significative le nombre d'emboles et le temps 
d'embolisation apres alteration vasculaire par des tirs lasers. Ces resultats demontrent sa 
puissante activite anti-thrombotique. 



Exemple 2 : Evaluation du temps d'hemorragie provoquee 

( E. Dejana. Bleeding time in rats . Thrombosis. Rech. 1982 ) 





THP (secondes) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


101.52 ± 5 .7 


Glycine betaine 5ing/kg 


95 ±5 


Acide acetylsalicylique 
lOOmg/kg 


276,67 ± 20,82 


Heparine 2 mg/kg 


3 13,33 ±20 



Les resultats montrent que la glycine betaine maintient le temps d'hemorragie provoquee dans 
les valeurs du temoin negatif. La glycine betaine en plus de son activite anti-thrombotique 
n'engendre pas de risques hemorragiques comparativement aux temoins positifs. 
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Exemple 3: Evaluation de l'agregation plaquettaire apres alteration vasculaire par 1 
tirs lasers 



5 ( Cardinal & Flower. Pharmacol. Method. 1980 ) 





Amplitude (Ohms) 


Velocite (Ohms/min) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


13 ± 1 


9± 1 


Glycine betaine 5mg/kg 


0.66 ±1.15 


1.66± 1.15 


Acide acetylsalicylique 
lOOmg/kg 


2,33 ± 2.08 


2± 1 


Heparine 2 mg/kg 


4.33 ± 0.57 


2.66 ±0.50 



Les resultats demontrent Tactivite anti-agregante de la glycine betame. 



10 

Exemple 4 : Evaluation de TefTet de la vis a vis des cellules sanguines 
a/ Denombrenient des plaquettes 





9 

Nombre de plaquettes (10 ) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


788 ± 30.14 


Glycine betatne 5mg/kg 


804.67 ± 20.03 


Acide acetylsalicylique 
lOOmg/kg 


855.33 i 63.17 


Heparine 2 mg/kg 


777.33 ± 6.43 


b/ Denombrement des globules blancs 




Nombre des globules 
blancs (10 9 ) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


5.03 ±0.20 


Glycine betaine 5mg/kg 


4.43± 0.32 


Acide acetylsalicylique 
100 mg/kg 


4.33 ± 1.00 


Heparine 2 mg/kg 


5.80±0.10 
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c/ Denombrement des globules rouges 

5 





liUIIlUlC UCS glUUUICa 

rouges (10 12 ) 


Temoin negatif 
NaCl 0.9% 


6.56±0.15 


Glycine betaine 5mg/kg 


6. 19 ±0.25 


Acide acetylsalicylique 
lOOmg/kg 


6.15 ± 0.31 


Heparine 2 mg/kg 


6.20 ± 0.20 



Le denombrement des elements figures du sang reste dans les valeurs du temoin negatif 
et demontre Finnocuite de la glycine betaine 

10 

Exemple 5 : Bilan biologique 
a/ Temps de Quick 





TQ (second es) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


17± 1 


Glycine betaine 5mg/kg 


16.9 ± 1.05 


Acide acetylsalicylique 
lOOmg/kg 


18.33 ±2.08 


Heparine 2 mg/kg 


29.50 ±0.52 



b/ Temps de cephaiine activee (TCA) 





TCA (secondes) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


20.5 ± 0.5 


Glycine betaine Smg/kg 


39.9 ± 1.05 


Acide acetylsalicylique 
lOOmg/kp 


27.26 ± 1.1 


Heparine 2 mg/kg 


39.46 ± 1.36 
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5 





Fibrinogene (g/1) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


2.45 ±0.19 


Glycine betaine 5mg/kg 


1.7±0.1 


Acide acetylsaiicylique 
lOOmg/kg 


2.19 ±033 


Heparine 2 mg/kg 


2.13 ±0.25 



d/ Dosage de ralpha.2-Antiplasinine (a2AP) 

10 





a2AP(%) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


30.16±0.85 


Glycine betaine 5mg/kg 


29.7 ± 0.68 


Acide acetylsaiicylique 
lOOmg/kg 


29.36 ± 0.92 


Heparine 2 mg/kg 


29.4 ± 1.01 



e/ Dosage de I'Antithrombine III (AT III ) 

15 





ATHI(%) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


86 ±3 


Glycine betaine 5nig/kg 


89.5 ±1.37 


Acide acetylsaiicylique 
lOOmg/kg 


85.33 ±3.51 


Heparine 2 mg/kg 


77.66 ± 1.52 
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Exemple 6: Evaluation de I'activite de la glycine betaine en fonction du temps 

Groupes experimentaux : Le produit est teste a 5 mg/ kg 

Thrombose induite par laser 



10 



Controle 

Groupe I 

Groupe II 

Groupe HI 

Groupe IV 



NaCl 0,9% 

Le produit est injecte 1 heure avant 1' experimentation 
Le produit est injecte 2 heures avant T experimentation 
Le produit est injecte 24 heures avant l'experimentation 
Le produit est injecte 48 heures avant l'experimentation 



15 



a) EfTet du produit teste ( 5 mg/ml/kg ) sur le Temps d'Hemorragie Provoquee, 



Groupes 


T.H.P ( secondes ) 


NaCl 0.9% 


110 ± 21,2 


I 


105 ± 26,2 


II 


145 ± 15,52 


m 


115,5 ± 14,2 


IV 


120 ± 10,13 



20 



b) EfTet du produit teste ( 5 mg/ml/kg ) sur la thrombose arterielle induite par 
faisceau laser 



Groupes 


Nombre de tirs 


Nombre d'emboles 


duree 
d'embolisation 
( minutes ) 


NaCl 0,9 % 


2,5 ± 0,84 


5,7 ±1,5 


2,1 ±0,69 


I 


3,49 ± 1,07 


1,8 ± 1,44 


0,51 ±0,5 


II 


3,0 ±1,5 


1,4 ± 1,18 


0,3 ± 0,23 


m 


2,50 ± 1,25 


1,99 ±0,4 


1,00 ±0,5 


IV 


2,7 ± 1,0 


2,2 ± 0,69 


1,5 ±0,6 
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c) Effet du produit teste ( 5 mg/kg) sur I'agregation plaquettaire induite ex vivo. 



Groupes 


Amplitude ( Ohms ) 


Velocite 
( Ohms / minutes ) 


NaCI 0,9 % 


24,23 ±0,5 


14,4 ±2,3 


I 


11,33 ±3,08 


8,2 ± 0,2 


II 


13,2 ±3,5 


9,3 ± 1,8 


III 


12,7 ±4,1 


8,7 ±1,3 


IV 


13 ±2,8 


8,7 ± 1,15 



5 



d) Evaluation de Peffet de la glycine betaine sur ies facteurs de coagulation 
apres administration repetitive sur 5 jours de traitement. 





TCA 
( secondes ) 


Temps de Quick 
( secondes ) 


Fibrinogene 

g /i 


Temoin non traite 


21,25 ±2,3 


16,1 ± 1,0 


3,03 ± 0,45 


Glycine betaine 
( 5 mg/kg/j ) 


39,3 ± 2,3 


19,8 ± 1,2 


2,2 ±0,1 



10 

Exemple 7 : Evaluation de T effet de la glycine betaine sur la thrombose veineuse 
induite par stase. 

a) Effet de la glycine betaine sur le poids du caillot 

15 





Poids du caillot ( mg ) 


Temoin non traite 


4,033 ± 2 


Glycine betaine 
( 1 mg/kg) 


3,1 ±0,4 


Glycine betaine 
(2,5 mg/kg ) 


1,63 ±0,76 


Glycine betaine 
( 5mg/kg ) 


0,76 ± 0,4 
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b) Evaluation de l'eflet de la glycine betaine sur le plasminogene 





Plasminogene 

% 


NaCl 0,9 % 


2,7 ± 0,33 


Glycine beta'ine 
( 5 mg / kg ) 


1,66 ±0,58 


Glycine betaine 
(2,5 mg/kg) 


2 ±0,15 


Glycine betaine 
( 1 mg / kg ) 


2,44 ± 0,58 



5 c) Evaluation de Teffet de la glycine betaine sur la coagulation 





TCA 
( secondes ) 


Temps de Quick 
( secondes ) 


Fibrinogene 
g/I 


Temoin non traite 


30,2 ± 2,7 


16,1 ± 1,0 


3,03 ± 0,45 


Glycine betaine 
( 1 mg/kg ) 


29,1 ±2,3 


16,2 ± 1,2 


2,63 ± 0,3 


Glycine betaine 
( 2,5 mg/kg ) 


3 1,2 ±2,6 


16,6 ±0,7 


2,2 ±0,17 


Glycine betaine 
( 5 mg/kg ) 


33,5 ± 1,9 


15,6 ±0,4 


2,32 ± 0,33 



d) Evaluation de reflet de la glycine betaine sur les facteurs de coagulation 

10 





Anti Xa 
unite / ml 


Anti Ila 
unite / ml 


Glycine betaine 
( 5 mg / kg ) 


0,35 ±0,15 




Glycine betaine 
( 2,5 mg / kg ) 


0,14 ±0,10 




Glycine betaine 
( 1 mg / kg ) 


0,08 ±0,1 
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Le traitement avec la glycine betaine inhibe les complications thrombo-emboliques 
declenchees par les tirs lasers. En effet, ce traitement avec la glycine betaine, avant les tirs 
lasers diminue P adhesion des plaquettes et leur agregation au niveau vasculare. 
5 Le traitement avec la glycine betaine inhibe les complications thrombo-emboliques. En 

effet, ce traitement avec la glycine betaine, avant Pinduction de la thrombose, a montre un haut 
potentiel antithrombotique au niveau de tous les parametres entrant en jeu dans le processus 
de la formation du thrombus. De plus, les resultats des parametres biologiques demontrent la 
parfaite innocuite de la glycine betaine qui contrairement aux produits de reference utilises 

10 (aspirine et heparine), n'induit aucun effet hemorragique ni d'effet secondaire indesirable. Ces 
caracteristiques conferent a la glycine betaine, en plus de son efficacite demontree, la 
particularity de pouvoir etre administree aux personnes a risque hemorragique ainsi qu'aux 
personnes qui presenteraient des risques de sensibilite ou d'allergie face aux traitements 
antithrombotiques conventionnels (hemophiles, allergiques). La glycine betaine ne provoquant 

15 de thrombopenies ou desordres hemorragiques (exemples 2 & 4). Le resultat experimental de 
Pexemple 5, c, demontre une consommation du fibrinogene . 

II est a noter que, dans les memes conditions experimentales, pour la conservation du 
sang la glycine betaine est apparue comme possedant un haut pouvoir anti-coagulant 
20 comparativement a des tubes heparines ou contenant de 1'E.D.T.A. Les doses actives de 
glycine betaine sont apparues entre 3 et 5 mg par tube a hemolyse.Ce resultat experimental 
demontre un haut potentiel anticoagulant de la glycine betaine. L'utilisation de la glycine 
betaine comme anticoagulant peut etre revendiquee, tant pour le traitement du corps humain in 
vivo, que pour la conservation du sang ex vivo. 

25 

Evaluation de Pactivite de la glycine betaine vis a vis des produits de contraste. 

Dans le cadre de la recherche sur les efFets anti-thrombotiques et dans le souci de 
completer Papproche de Pefficacite de la glycine betaine, nous avons evalue P effet de la 

30 glycine betaine sur Paugmentation des risques thrombo-emboliques lies a Putilisation des 
produits de contraste connus pour leurs pouvoirs prothrombotiques. L'interet represents par 
Putilisation de ce modele est qu'il permet Pobservation directe de la formation du thrombus au 
site de la lesion vasculaire. Ces resultats expliquent Papparition d'occlusions thrombotiques 
lors des angioplasties, surtout chez des patients, dont Pendothelium est deja endommage ou 

35 lese. L'angioplastie coronaire cause une denudation de Pendothelium, exposant le collagene, 
Pelastine et les cellules musculaires lisses au sang circulant, en analogie avec le modele de 
thrombose experimental utilise. Ainsi, Papparition de nouveaux thrombi est plus elevee chez 
des patients presentant un infarctus du myocarde recent ou une plaque coronaire excentrique. 
L'administration des produits de contraste, diminue le nombre de globules blancs, le 

40 nombre de globules rouges et le nombre de plaquettes. Les produits de contraste interagissent 
avec les leucocytes, induisent la liberation de leukotrienes, augmentent la permeabilite 
vasculaire et exercent un effet chimiotactique. De plus, les produits de contraste agissent sur le 
controle de Pexpression de la P-selectine et provoquent Padhesion des globules blancs a 
Pendothelium vasculaire . II a ete demontre que Putilisation des produits de contraste etait 

45 associee avec Papparition de thrombi d J importance variable en fonction du produit utilise. 

Deux produits de contrastes ont ete etudies : Hexabrix® (ionique) et lopamidol ® (non 
ionique) 
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Exemple 8 : Evaluation du noinbre d'emboles et de la duree d'embolisation apres 
alteration vasculaire par les tirs lasers et administration des produits de contrastes. 





Nombre d'emboles 


Duree d'embolisation 
(minutes) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


5.33 ±0.58 


2±0 


Hexabrix® 


8± 1 


3.67 ±0.58 


Iopamidol® 


11.67± 0.50 


6.33 ± 0,52 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Hexabrix® 


4± 1 


2±0 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Iopamidol® 


5.33 ±0.58 


2.33 ±0.48 



5 



Exemple 9 : Evaluation du temps d'hemorragie provoquee (THP) 





THP (secondes) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


101.52 ±5.7 


Hexabrix® 


195 ± 13.23 


Iopamidol® 


128 ± 7.64 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Hexabrix® 


150 ±5 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Iopamidol® 


111 ±6.60 



10 Exemple 10: Evaluation de I'agregation plaquettaire apres alteration vasculaire par les 
tirs lasers 





Amplitude (Ohms) 


Velocite (Ohms/min) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


13 ± 1 


9± 1 


Hexabrix® 


6±1 


5.66 ±0.57 


Iopamidol® 


15 ±2.64 


12.33 ±0,50 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Hexabrix® 


2± 1 


5±0 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Iopamidol® 


4.66 ±0.52 


9.33 ±0.8 
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Exemple 11 : Evaluation de Peffet de la glycine betaine vis a vis des cellules sanguines 
a/ Denombrement des plaquettes 

5 





9 

Nombre plaquettes (10 ) 


Temoin negatif 
NaCi 0.9% 


788.33 ±30. 14 


Hexabrix® 


620 ± 10 


lopamidol® 


585.67 ± 23.54 


Glycine betaine 5nig/kg + 
Hexabrix® 


669.67 ±7.37 


Glycine betaine 5mg/kg + 
lopamidol® 


704.33 ± 92.33 


b/ Denombrement des globules blancs 




Nombre globules blancs 

(io 12 ) 


Temoin negatif 
NaCl 0.9% 


5.03 ±0.20 


Hexabrix® 


2.96 ±0.21 


lopamidol® 


3.06 ±0.35 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Hexabrix® 


4.20 ±0.1 


Glycine betaine 5mg/kg + 
lopamidol® 


3.9 ±0.3 


c/ Denombrement des globules rouges 




Nombre globules rouges 

(io 9 ) 


Temoin negatif 
NaCl 0.9% 


6.56 ±0.1 5 


Hexabrix® 


5.43 ±0.47 


lopamidol® 


5.5 ±0.36 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Hexabrix® 


6.5 ±0.15 


Glycine betaine 5mg/kg + 
lopamidol® 


6.6 ±0.19 
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Exemple 12 : 


Bilan biologique 


15- 


a/ Temps de Quick 








TQ (secondes) 




Temoin negatif 
NaCl 0.9% 


17± 1 




Hexabrix® 


24.13 ± 1 




lopamidol® 


28.1 ±0.75 




Glycine betaine 5mg/kg + 
Hexabrix® 


16.36± 0.56 




Glycine betaine 5mg/kg + 
lopamidol® 


17.83 ± 1.2 


b/ Temps de cephaline active (TCA) 






TCA (secondes) 




Temoin negatif 
NaCl 0.9% 


20.5 ± 0.5 




Hexabrix® 


49.3 ± 1.85 




lopamidol® 


41.33 ±0.8 




Glycine betaine 5mg/kg + 
Hexabrix® 


25.4 ±0.61 




Glycine betaine 5mg/kg + 
lopamidol® 


22.4 ±0.7 


c/ Dosage du fibrinogeiie 






Fibrin ogene (g/l) 




Temoin negatif 
NaCl 0.9% 


2.45± 0.19 




Hexabrix® 


1.49± 0.18 




lopamidol® 


1.5 ±0.8 




Glycine betaine 5mg/kg + 
Hexabrix® 


1.7 ±0.09 




Glycine betaine 5mg/kg + 
lopamidol® 


1.9±0.1 
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d/ Dosage de ralpha.2-Antiplasmine (a2AP) 





a2AP(%) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


30. 16 ±0.85 


Hexabrix® 


23.26 ± 1.06 


lopamidol® 


25.23 ± 0.95 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Hexabrix® 


25.66 ± 0.64 


Glycine betaine Smg/kg + 
lopamidol® 


28.13 ±0.8 



e/ Dosage de FAntithronibine 111 (AT III ) 



10 





ATHI(%) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


86.3 ± 3 


Hexabrix® 


81.63 ±0.66 


lopamidol® 


70.6 ± 1.51 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Hexabrix® 


79.1 ± 1.05 


Glycine betaine 5mg/kg + 
lopamidol® 


87.26 ±0.9 



Le traitement avec la glycine betaine inhibe les complications thrombo-emboliques 
15 associees a r utilisation des produits de contraste. En efFet, ce traitement avec la glycine 
betaine, avant ou pendant I'injection des produits de contraste, diminue Tadhesion des 
plaquettes et leur agregation au niveau vasculaire .Ces resultats demontrent V efFet anti- 
thrombotique et thrombolytique de la glycine betaine. II est a noter que les produits de 
contraste peuvent avoir d'autres effets secondaires telle que la stase sanguine au niveau des 
20 catheters et les lesions endotheliales causees par les procedures d'administrations elles- 
memes. La glycine betaine remedie a ces effets indesirables. 



25 
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5 CONCLUSION 

La glycine betaine possede les memes, voire de meilleures, caracteristiques 
therapeutiques que les anticoagulants et les anti-agregants etudies (acide acetylsalicylique et 
Theparine ), tout en ne presentant aucun effet indesirable. 

10 

Les performances superieures en terme d'efficacite therapeutique de la glycine betaine 
par rapport a ces deux molecules ( acide acetylsalicylique et heparine ) incitent a la formulation 
d'un medicament ayant pour principe therapeutiquement actif la glycine betaine. Ce 
medicament etant destine au traitement des thromboses et des affections thrombo-emboliques. 

15 

Selon les resultats exposes ce medicament revendique aussi les indications 
anticoagulant, anti-agregant et fibrinolytique. L'innocuite demontree de cette molecule permet 
d'envisager des traitements a long terme sans pour autant necessiter une surveillance 
biologique. 

20 

L'interet de V utilisation de la glycine betaine reside dans le fait qu'elle agit a plusieurs 
niveaux de Themostase a savoir au niveau de Tagregation plaquettaire, au niveau de la 
coagulation et au niveau fibrinolytique. Cette activite est durable et evite des administrations 
repetitives ce qui constitue une amelioration notable par rapport aux traitements existant. 
25 L' administration de la betaine n'induit aucun risque hemorragique, ni autres effets secondares 
( ex : thrombopenie induite a Theparine ) ce qui constitue une avancee majeure en therapeutique 
antithrombotique. 
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REVENDICATIONS 

5 

1. Utilisation de la glycine betaine pour l'obtention d'un medicament destine a traiter 
les thromboses non induites par rhomocysteinurie. 

2. Utilisation de la glycine betaine pour l'obtention d'un medicament destine a traiter 
les affections thrombo-emboliques non induites par Phomocysteinurie. 

10 3. Utilisation de la glycine betaine pour l'obtention d'un medicament destine a traiter 

les desordres de la coagulation du sang chez un patient. 

4. Utilisation de la glycine betaine pour l'obtention d'un medicament destine a traiter 

les desordres de l'agregation plaquettaire chez un patient. 

5 Utilisation de la glycine betaine pour l'obtention d'un medicament destine a lyser 

15 un thrombus. 

6. Utilisation de la glycine betaine pour l'obtention d'un medicament destine a 
traiter les thromboses chez les sujets a risque hemorragique. 

7. Utilisation de la glycine betaine comme agent anticoagulant pour la 
conservation du sang ex-vivo. 

20 8. Utilisation de la glycine betaine pour l'obtention d'un medicament destine a 

contrecarrer les effets thrombo-emboliques induits par les produits de contraste. 

9. Utilisation de la glycine betaine selon la revendication 8, caracterisee en ce qu'elle 
puisse etre simultanement administree avec des produits de contraste a un patient. 

10. Utilisation de la glycine betaine comme principe actif selon Tune quelconque des 
25 revendications 1 a 9, caracterisee en ce qu'une quantite efficace de glycine betaine est associee 

a un support, vehicule ou excipient pharmaceutiquement acceptable. 
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(57) Abstract: The invention concerns me use of glycine betaine to eliminate physiopathological vascular diseases. The invention 
concerns the curative and prevemive activity of glycine betaine in the pathogenesis of thromboembolic and hemostatic diseases of 
arterial or venous origin. Glycine betaine has a preventing activity by inhibiting the formation of thrombi and a curative activity 
inhibiting the proliferation of thrombi by eliminating them. The invention is characterised in that glycine betaine does not present 
any risk of haemorrhage or allergy contrarily to molecules and treatments currently used. The invention also concerns the use of 
glycine betaine as anticoagulant for blood preservation. 

(57) Abrege : L' invention consiste en 1* utilisation de la glycine be'taine pour dliminer les atteintes physiopathologiques vasculaires. 
L' invention se rappone a ['activite* curative et preventive de la glycine betaine dans la pathogenie des maladies throrabo-emboliques et 
he"mosiasiques dorigine anerielle ou veineuse. La glycine betaine a une activite preventive en empechant la formation des thrombi 
ei une activite curative empechant la proliferauon des thrombi en les detruisant. Uinteret de 1* invention reside dans le fait que 
I'utilisation de la glycine betaine ne presente aucun risque hemorragique ou allergique par opposition aux molecules et traitements 
acrucllement utilises. Linvention consiste egalement en Kutilisation de la glycine be'taine comrne anti-coagulant pour la conservation 
du sang. 
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LA GLYCINE BETAINE POUR SON USAGE ANTITHROMBOTIOUE. 

5 



10 L'invention consiste en 1' utilisation de la glycine betaine pour eliminer les atteintes 

physiopathologiques vasculaires. L'invention se rapporte a 1'activite curative et preventive de 
la glycine betaine dans la pathogenie des maladies thrombo-emboliques et hemostasiques 
d'origine arterielles ou veineuses. 

15 La glycine betaine a une activite preventive en empechant la formation des thrombi et 

une activite curative empechant la proliferation des thrombi en les detruisant. L'interet de 
Tinvention reside dans le fait que Tutilisation de la glycine betaine ne presente aucun risque 
hemorragique ou allergique par opposition aux molecules et traitements actuellement utilises. 

20 

ETAT DE LA TECHNIQUE 

Les thromboses vasculaires sont une reponse de l'organisme face a I'agression de la 
paroi du vaisseau et de son contenu cellulaire et plasmatique. La thrombose est l'activation 
25 localisee de la coagulation avec constitution d'un thrombus. 

L'interet suscite par cette pathologie ces dernieres annees a permis d'incriminer 
plusieurs facteurs : 

- Le vaisseau , la paroi vasculaire et les cellules endothelials 
30 - Le role des elements figures du sang 

- Les systemes de coagulation, de fibrinolyse, et leurs inhibiteurs. 

II existe plusieurs types de thromboses qui peuvent survenir au niveau des arteres, des 
veines, de la microcirculation des organes, des cavites du coeur et des surfaces artificielles en 

35 contact avec le sang. Les thromboses vasculaires sont une reponse de Torganisme a l'agression 
de la paroi du vaisseau et de son contenu cellulaire et plasmatique. La thrombose est une 
masse organisee d'elements sanguins (plaquettes, globules rouges et globules blancs), de fibrine 
et d'autres proteines plasmatiques, qui est deposee a la surface ou qui obstrue la lumiere du 
systeme vasculaire. Les mecanismes de la thrombose ressemblent a ceux de Themostase, mais 

40 sont pathologiques par leur localisation intravascular anormale. 

Les thromboses et les embolies sont la cause principale des complications cliniques des 
maladies cardio-vasculaires et de l'atherosclerose. 

D'apres Virchow, au moins trois types de facteurs thrombogenes determinent la 
45 localisation, Textension et la regression d'une thrombose : 

- Les facteurs hemodynamiques et rheologiques; 

- La lesion endothelial; 
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- L' activation des constituants du sang, en particulier des plaquettes et de la coagulation 
qui aboutit a la formation de thrombins 
La maladie thrombo-embolique, d'origine arterielle ou veineuse reste une des causes 

5 principals de deces dans les pays developpes. 

La thrombose arterielle est souvent due a une rupture de la plaque d'atherosclerose 
alors que la thrombose veineuse resulte du deficit d'un inhibiteur de la coagulation (AT III ) 
ou d'un deficit d'un activateur de la fibrinolyse (proteine S et/ou proteine C) ou plus 
frequemment d'une stase.En effet, si tous les deux resultent d 5 une interaction entre le sang et 

10 la paroi vasculaire, la formation d'une thrombose veineuse et/ou par une anomalie de 
1'hemostase. La thrombose arterielle est le plus souvent secondaire a une anomalie parietale et 
implique principalement les plaquettes sanguines. Elle contribue a une large variete de 
tableaux cliniques selon les lits arteriels interesses par rinterruption de la vascularisation. La 
thrombose peut atteindre principalement les arteres cardiaques (coronaires), les arteres des 

15 membres inferieurs, cerebrales ou digestives. Ainsi, la maladie arterielle favorise la formation 
du thrombus lui meme responsable de la majorite des occlusions vasculaires terminales. De 
plus la participation du desordre de Themostase et du thrombus forme a d'autres lesions 
vasculaires est manifeste : aggravation des lesions de la paroi, ischemie et troubles de la 
microcirculation. 

20 On peut distinguer trois strategies therapeutiques dans la prevention des accidents lies 

aux thromboses. 

Les anticoagulants. lis constituent Felement majeur de la prise en charge d'un patient 
presentant une affection thrombo-embolique. L'heparine et ses derives sont couramment 
utilises. Cependant, l'utilisation des heparines peut engendrer deux complications majeures, 
25 Themorragie ou la thrombopenie. 

Les anti-vitamines K (AVK). Prescrites pour des traitements au long cours, elles ne 
peuvent etre utilisees dans 1'urgence et ne peuvent etre prescrites simultanement avec d'autres 
anti-agregants dont elles potentialisent T effet hemorragique. 

30 

Les anti-agregants plaquettaires. Prescrits pour prevenir la thrombose arterielle liee a 
Tatherosclerose. Actuellement les principaux inhibiteurs du fonctionnement plaquettaire 
prescrits sont : 1'aspirine, la ticlopidine, le dipyridamole, et certains anti-inflammatoires non 
steroidiens comme le flurbiprofene et la prostacycline. Ces traitements possedent une reelle 
35 efficacit^ toute en presentant des effets indesirables sur les patients a terrains allergiques ou 
hemorragiques. 

Tous ces traitements malgre ieur efficacite necessitent des precautions particulieres 
dans leurs utilisations, telles que V administration d'antidotes, les problemes de surdosages et 
les effets secondaires non desirables. Ces traitements impliquent un suivi necessaire des 
40 patients, du notamment aux problemes hemorragiques qui peuvent survenir pendant ou apres 
la medication ainsi qu'aux eventuelles incompatibilites avec d'autres medicaments. II etait 
done interessant de trouver une molecule a haut potentiel antithrombotique sans effets 
indesirables. De maniere tout a fait surprenante la glycine betaine est apparue comme 
possedant un haut potentiel therapeutique dans le traitement des thromboses. 

45 

La glycine betaine ou betaine de formule (CH3)3>T CH2 COO " est une 

molecule connue pour ses proprietes osmoprotectrices ainsi que pour ses utilisations 
cosmetiques et pharmaceutiques. Diverses applications pharmaceutiques de la betaine sont 
connues et en particulier l'utilisation de la betaine pour le traitement de 1'homocystinurie 
50 cause de troubles cardio-vasculaires ( L. & B. Wilken J. Inher. Metab. Dis. 1997 ). Ainsi les 
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patients souffrant d'homocystinurie, une anomalie genetique, presenters de maniere 
prematuree des troubles atherosclerosiques et thrombo-emboliques ( SH. Mudd & al. The 
metabolic and molecular bases of inherited disease, 1995 ), ainsi que des maladies cardio- 
5 vasculaires ( Mc Cully . Atherosclerosis Rev 11, 1983 ). L'homocystinurie est une deficience 
hereditaire dont la forme homozygote est rare. On estime que la prevalence de la forme 
heterozygote est de 1 pour 200 dans la population generate. 

L'homocystinurie est due a des taux eleves d'homocysteine dans le plasma des patients 
atteints. L'administration de la betaine permet d'abaisser la concentration d' homocysteine dans 
10 le sang. 

Dans la publication WO 95 / 157 50, L'auteur afin de prevenir les desordres vasculaires 
chez les patients homocysteinuriques propose l'usage dans ses ingredients de la betaine. 

La publication WO 98 / 19690 s'interesse egalement aux patients souffrant d'un taux 
d'homocysteine eleve dans le sang. L'usage de la betaine entre autres ingredients est destine a 
15 reduire le taux d'homocysteine dans le sang, etant etabli que Thomocysteine est un facteur 
positif de risque dans T occurence des maladies cardio-vasculaires, ainsi que dans la maladie 
d' Alzheimer. 

La publication EPO 347 864 decrit l'usage de la betaine parmi ses ingredients afin de 
lutter contre Taugmentation dans le plasma humain des groupes sulfhydryls dus a la cysteine 

20 ainsi qu'a V homocysteine, et ainsi inhiber la formation des plaques d'atherosclerose. 

Cette activite anti-atherosclerosique est connue et largement documentee. Ces 
publications s'interessent a V activite de la betaine sur le metabolisme des lipides ( Zapadnyuk 
& al. Biol. Med. 1987 ) ainsi que sur celui du cholesterol ( Panteleimonova & al . Farmakol. 
Toksikol , Moscow 1983 ). 

25 La publication WO 97 38685 decrit 1'utilisation de la betaine et de la taurine afin de 

traiter les complications resultant de Tischemie dans certains organes. L'ischemie est un arret 
localise de la circulation sanguine et ne represents qu'une des pathologies dues a la 
thrombose. 

La publication EPO 781 554 decrit dans ses exemples Texperimentation sur des coeurs 
30 enuclees, c'est a dire des coeurs extraits et isoles du systeme vasculaire. L'utilisation de la 
betaine pour ses proprietes osmoprotectrices et antiradicalaires connues permet ici aux auteurs 
de revendiquer son role protecteur du muscle cardiaque. 

D'autres formes de betaines ont ete proposees ( WO 97 / 06795 ) sans egaler a ce jour 
Tactivite et les performances de la glycine betaine. 

35 

Aucune de ces publications ne devoile V activite de la glycine betaine vis a vis de la 
thrombose veineuse et/ou arterielle, ni son activite anti-agregante et anticoagulante. 

La glycine betaine dans le cadre de la presente invention peut etre utilisee pour diverses 
40 applications cliniques telles que : 

- Thromboses coronariennes et thromboses veineuses 

- Infarctus, angine de poitrine, anevrisme, embolie pulmonaire, phlebite 

- Les embolies cerebrales 

45 - les chocs post-traumatiques d'origine chirurgicale ou non. 

- La prevention des accidents de microcirculation dans les cas suivants : hemophilic, 
chimiotherapie, age, contraception orale par les oestrogenes, obesite, tabagisme, 
pro these. 

La prevention des risques lies a T administration des produits de contraste ioniques 
50 et non ioniques. 
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MATERIEL ETMETHODE 

5 

A/ Principe de la thrombose induite par laser. 

(Seiffge D. et aL, 1989 ; Weichter W. et al., 1983) 

Dans ce modele, la lesion de la paroi vasculaire est induite par un faisceau laser. Ce 
10 faisceau entraine une lesion limitee de l'endothelium vasculaire (seulement 1 a 2 cellules sont 
detruites). La mise a nu du sous-endothelium, surface thrombogene, amene 1'adhesion des 
plaquettcs par I'intermediaire de la glycoproteine lb. Cette adhesion des plaquettes est suivie 
par leur activation Elles forment des pseudopodes et secretent le contenu de leurs granules. 
Cette activation entraine ['apparition de la glycoproteine Ilb-IIIa necessaire a Tagregation des 
15 plaquettes entre ellcs Cette lesion est induite au niveau de la microcirculation mesenterique du 
rat. Elle est immediatement suivie par la formation d'un thrombus (quelques secondes). Ce 
thrombus qui grossit rapidement, sous l'effet du flux sanguin, embolise avant de se former a 
nouveau. 

20 Dans ce dispositif revaluation de l'effet de la glycine betaine a ete mene conjointement 

a l'etude de deux molecules pharmacologiquement actives utilisees comme reference: 1'acide 
acetylsalicylique et Theparine ( de bas poids moleculaire ). L'evaluation a egalement porte sur 
Tactivite de la glycine betaine par rapport aux effets prothrombotiques induits par les 
produits de contraste. 

25 

B/ Thrombose induite par stase. 

Une laparotomie est efTectuee pour degager la veine cave inferieure sur laquelle on 
pratique une ligature a To, a To + 2h injection sous cutanee de la glycine betaine, a To + 6h 
30 prelevement du caillot. 

CI Protocole experimental. 

Pour ces etudes on a utilise des rats Wistar males. Leur poids est compris entre 200 et 
35 250 grammes. Apres une periode de stabulation de 8 jours, les rats sont soumis a un jeune de 
12 heures. Us sont ensuite anesthesies, la glycine betaine est administree par voie sous cutanee 
et le mesentere (laser ) ou la veine cave ( stase) sont degages aux fms des experimentations. 



40 



45 
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EXEMPLES: 



Exemple 1 : Evaluation du nombre d'emboles et de la durfce d'embolisation apres 
alteration vasculaire par les tirs lasers 





Nombre d' em boles 


Dnree d'embolisation 
(minutes) 


Temoin negatif 
NaCl 0.9% 


5.33 ±0.58 


2±0 


Glycine betalne Smg/kg 


2±0 


1±0 


Acide acetylsalicylique 
lOOmg/kg 


1±1 


0,33 ± 0,58 


Heparine 2 mg/kg 


2,67 ±0,58 


1±0 



10 

La glycine betalne reduit d'une fa<?on significative le nombre d'emboles et le temps 
d'embolisation apres alteration vasculaire par des tirs lasers. Ces resultats demontrent sa 
puissante activite anti-thrombotique. 



Exemple 2 : Evaluation du temps d f hemorragie provoquee 

( E. Dejana. Bleeding time in rats . Thrombosis. Rech. 1982 ) 





THP (secondes) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


101 .52 ±5.7 


| Glycine betalne 5mg/kg 


95 ±5 


Acide acetylsalicylique 
lOOmg/kg 


276,67 * 20,82 


Heparine 2 mg/kg 


313,33 ±20 



Les resultats montrent que la glycine b&alne maintient le temps d*h€morragie provoquee dans 
les valeurs du temoin negatif. La glycine betalne en plus de son activite anti-thrombotique 
n'engendre pas de risques hemorragiques comparativement aux temoins positifs. 

25 
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Exemple 3: Evaluation de Pagregation plaquettaire apres alteration vasculaire par les 
tirs lasers 



5 ( Cardinal & Flower. Pharmacol. Method. 1980 ) 





Amplitude (Ohms) 


Velocite (Ohms/min) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


13 ± 1 


9± 1 


Glycine betaine 5mg/kg 


0.66 ±1.15 


1.66± 1.15 


Acide acetylsalicylique 
lOOmg/kg 


2,33 ±2.08 


2± 1 


Heparine 2 mg/kg 


4.33 ±0.57 


2.66 ±0.50 



Les resultats demontrent l'activite anti-agregante de la glycine betaine. 



10 

Exemple 4 : Evaluation de reflet de la vis a vis des cellules sanguines 
a/ Denombrement des piaquettes 





9 

Nombre de piaquettes (10 ) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


788 ± 30.14 


Glycine betaine 5mg/kg 


804.67 ± 20.03 


Acide acetylsalicylique 
100 mg/kg 


855.33 ± 63.17 


Heparine 2 mg/kg 


777.33 ± 6.43 


b/ Denombrement des globules blancs 




Nombre des globules 
blancs (10 9 ) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


5.03 ± 0.20 


Glycine beta me 5mg/kg 


4.43± 0.32 


Acide acetylsalicylique 
100 mg/kg 


4.33 ± 1.00 


Heparine 2 mg/kg 


5.80±0.10 
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c/ Denombrement des globules rouges 

5 





Nombre des globules 
rouges (10 12 ) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


6.56±0.15 


Glycine betaine 5mg/kg 


6.19 ±0.25 


Acide acetylsaiicylique 
lOOmg/kg 


6.15 ± 0.31 


Heparine 2 mg/kg 


6.20 ±0.20 



Le denombrement des elements figures du sang reste dans les valeurs du temoin negatif 
et demontre Tinnocuite de la glycine betaine 

10 

Exemple 5 : Bilan biologique 
a/ Temps de Quick 





TQ (secondes) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


17± 1 


Glycine betaine Smg/kg 


16.9 ± 1.05 


Acide acetylsaiicylique 
lOOmg/kg 


18.33 ±2.08 


Heparine 2 mg/kg 


29.50 ±0.52 



15 

b/ Temps de cephaline activee (TCA) 





TCA (secondes) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


20.5 ±0.5 


Glycine betaine 5mg/kg 


39.9 ± 1.05 


Acide acetylsaiicylique 
lOOmg/kg 


27.26 ± 1.1 


Heparine 2 mg/kg 


39.46 ± 1.36 
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c/ Dosage du fibrinogene 

5 





Fibrinogene (g/l) 


Temoin negatif 
NaCl 0.9% 


2.45 ±0.19 


Glycine betaine 5mg/kg 


1.7±0.1 


Acide acetylsaiicylique 
lOOmg/kg 


2.19±0.33 


Heparine 2 mg/kg 


2.13 ±0.25 



d/ Dosage de Palpha.2-Antiplasmine (a2AP) 

10 





a2AP(%) 


Temoin negatif 
NaCl 0.9% 


30.16 ±0.85 


Glycine betaine 5mg/kg 


29.7 ±0.68 i 


Acide acetylsaiicylique 
lOOmg/kg 


29.36 ± 0.92 


Heparine 2 mg/kg 


29.4 ± 1.01 



e/ Dosage de rAntithrombine III (AT III ) 

15 



*3§ 





ATHI(%) 


Temoin negatif 
NaCl 0.9% 


86 ±3 


Glycine betaine 5mg/kg 


89.5 ± 1.37 


Acide acetylsaiicylique 
lOOmg/kg 


85.33 ±3.51 


Heparine 2 mg/kg 


77.66 ± 1.52 
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Exemple 6: Evaluation de Pactivite de la glycine betai'ne en fonction du temps 

Groupes experimentaux : Le produit est teste a 5 mg/ kg 

Thrombose induite par laser 



10 



Controle 
Groupe I 
Groupe II 
Groupe 111 
Groupe IV 



NaCl 0,9% 

Le produit est injecte 1 heure avant P experimentation 
Le produit est injecte 2 heures avant P experimentation 
Le produit est injecte 24 heures avant P experimentation 
Le produit est injecte 48 heures avant P experimentation 



15 



a) Effet du produit teste ( 5 mg/ml/kg ) sur le Temps d'Hemorragie Provoquee. 



Groupes 


T.H.P ( secondes ) 


NaCl 0.9 % 


110 ± 21,2 


I 


105 ± 26,2 


II 


145 ± 15,52 


m 


115,5 ± 14,2 


IV 


120 ± 10,13 



20 



b) Eflet du produit teste ( 5 mg/ml/kg ) sur la thrombose arterielle induite par 
faisceau laser 



Groupes 


Nombre de tirs 


Nombre d'emboles 


duree 
d'embolisation 
( minutes ) 


NaCl 0,9 % 


2,5 ± 0,84 


5,7 ±1,5 


2,1 ±0,69 


I 


3,49 ± 1,07 


1,8 ± 1,44 


0,51 ±0,5 


11 


3.0 ± 1,5 


1,4 ± 1,18 


0,3 ± 0,23 


111 


2,50 ± 1,25 


1,99 ±0,4 


1,00 ±0,5 


IV 


2,7 ± 1,0 


2,2 ± 0,69 


1,5 ±0,6 
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c) Eflet du produit teste ( 5 mg/kg) sur l'agregation plaquettaire induite ex vivo. 



Croupes 


Amplitude ( Ohms ) 


Velocite 
( Ohms / minutes ) 


NaCI 0,9 % 


24,23 ± 0,5 


14,4 ± 2,3 


I 


11,33 ±3,08 


8,2 ± 0,2 


II 


13,2 ±3,5 


9,3 ± 1,8 


m 


12,7 ±4,1 


8,7 ± 1,3 


IV 


13 ±2,8 


8,7 ± 1,15 



5 



d) Evaluation de I' eflet de la glycine beta in e sur ies facteurs de coagulation 
apres administration repetitive sur 5 jours de traitement. 





TCA 
( secondes ) 


Temps de Quick 
( secondes ) 


Fibrinogene 
g/l 


Temoin non traite 


21,25 ±2,3 


16,1 ± 1,0 


3,03 ± 0,45 


Glycine betaine 
(5mg/kg/j ) 


39,3 ± 2,3 


19,8 ± 1,2 


2,2 ±0,1 



10 



Exemple 7 : Evaluation de Peflet de la glycine betaine sur la thrombose veineuse 
induite par stase. 

a) Eflet de la glycine betaine sur le poids du caillot 

15 





Poids du caillot ( mg ) 


Temoin non traite 


4,033 ± 2 


Glycine betaine 
( 1 mg/kg ) 


3,1 ±0,4 


Glycine betaine 
(2,5 mg/kg ) 


1,63 ±0,76 


Glycine betaine 
( 5mg/kg ) 


0,76 ± 0,4 
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b) Evaluation de PefTet de la glycine betaine sur le plasminogene 





Plasminogene 

% 


NaCl 0,9 % 


2,7 ± 0,33 


Glycine betaine 
(5 mg/kg) 


1,66 ±0,58 


Glycine betaine 
(2,5 mg/kg) 


2 ±0,15 


Glycine betaine 
( 1 mg / kg ) 


2,44 ± 0,58 



5 c) Evaluation de Peffet de la glycine betaine sur la coagulation 





TCA 
( secondes ) 


Temps de Quick 
( secondes ) 


Fibrinogene 


Temoin non traite 


30,2 ±2,7 


16,1 ± 1,0 


3,03 ± 0,45 


Glycine betaine 
( 1 mg/kg ) 


29,1 ±2,3 


16,2 ± 1,2 


2.63 ± 0,3 


Glycine betaine 
( 2,5 mg/kg ) 


31,2 ±2,6 


16,6 ±0,7 


2,2 ±0,17 


Glycine betaine 
( 5 mg/kg ) 


33,5 ± 1,9 


15,6 ±0,4 


2,32 ± 0,33 



d) Evaluation de l'elTet de la glycine betaine sur les facteurs de coagulation 

10 





Anti Xa 


Anti Ha 




unite / ml 


unite / ml 


Glycine betaine 


0,35 ±0,15 




( 5 mg / kg ) 






Glycine betaine 


0,14 ±0,10 




<2,5mg/kg) 






Glycine betaine 


0,08 ±0,1 




( 1 mg / kg ) 
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Le traitement avec la glycine betaine inhibe les complications thrombo-emboliques 
declenchees par les tirs lasers. En effet, ce traitement avec la glycine betaine, avant les tirs 
lasers diminue P adhesion des plaquettes et leur agregation au niveau vasculaire. 
5 Le traitement avec la glycine betaine inhibe les complications thrombo-emboliques. En 

effet, ce traitement avec la glycine betaine, avant V induction de la thrombose, a montre un haut 
potentiel antithrombotique au niveau de tous les parametres entrant en jeu dans le processus 
de la formation du thrombus. De plus, les resultats des parametres biologiques demontrent la 
parfaite innocuite de la glycine betaine qui contrairement aux produits de reference utilises 

10 (aspirine et heparine), n'induit aucun effet hemorragique ni d'effet secondaire indesirable. Ces 
caracteristiques conferent a la glycine betaine, en plus de son efficacite demontree, la 
particularity de pouvoir etre administree aux personnes a risque hemorragique ainsi qu'aux 
personnes qui presenteraient des risques de sensibilite ou d'allergie face aux traitements 
antithrombotiques conventionnels (hemophiles, allergiques). La glycine betaine ne provoquant 

15 de thrombopenies ou desordres hemorragiques (exemples 2 & 4). Le resultat experimental de 
1'exemple 5, c, demontre une consommation du fibrinogene . 

II est a noter que, dans les memes conditions experimentales, pour la conservation du 
sang la glycine betaine est apparue comme possedant un haut pouvoir anti-coagulant 
20 comparativement a des tubes heparines ou contenant de PE.D.T.A. Les doses actives de 
glycine betaine sont apparues entre 3 et 5 mg par tube a hemolyse.Ce resultat experimental 
demontre un haut potentiel anticoagulant de la glycine betaine. L'utilisation de la glycine 
betaine comme anticoagulant peut etre revendiquee, tant pour le traitement du corps humain in 
vivo, que pour la conservation du sang ex vivo. 

25 

Evaluation de Pactivite de la glycine betaine vis a vis des produits de contrasts 

Dans le cadre de la recherche sur les effets anti-thrombotiques et dans le souci de 
completer Papproche de Pefficacite de la glycine betaine, nous avons evalue P effet de la 

30 glycine betaine sur P augmentation des risques thrombo-emboliques lies a l'utilisation des 
produits de contraste connus pour leurs pouvoirs prothrombotiques. L'interet represents par 
l'utilisation de ce modele est qu'il permet Pobservation directe de la formation du thrombus au 
site de la lesion vasculaire. Ces resultats expliquent P apparition d' occlusions thrombotiques 
lors des angioplasties, surtout chez des patients, dont Pendothelium est deja endommage ou 

35 lese. L'angioplastie coronaire cause une denudation de Pendothelium, exposant le collagene, 
Pelastine et les cellules musculaires lisses au sang circulant, en analogie avec le modele de 
thrombose experimentale utilise. Ainsi, Papparition de nouveaux thrombi est plus elevee chez 
des patients presentant un infarctus du myocarde recent ou une plaque coronaire excentrique. 
L' administration des produits de contraste, diminue le nombre de globules blancs, le 

40 nombre de globules rouges et le nombre de plaquettes. Les produits de contraste interagissent 
avec les leucocytes, induisent la liberation de leukotrienes, augmentent la permeabilite 
vasculaire et exercent un effet chimiotactique. De plus, les produits de contraste agissent sur le 
controle de Pexpression de la P-selectine et provoquent Padhesion des globules blancs a 
Pendothelium vasculaire . II a ete demontre que l'utilisation des produits de contraste etait 

45 associee avec Papparition de thrombi d'importance variable en fonction du produit utilise. 

Deux produits de contrastes ont ete etudies : Hexabrix® (ionique) et Iopamidol ® (non 
ionique) 
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Exemple 8 : Evaluation du nombre d'emboles et de la duree d'embolisation apres 
alteration vasculaire par les tirs lasers et administration des produits de contrastes. 





Nombre d'emboles 


Duree d'emboiisntion 
(minutes) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


5.33 ± 0.58 


2 ± 0 


Hexabrix® 


8± 1 


3.67 ±0.58 


lopamidol® 


11.67± 0.50 


6.33 ± 0,52 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Hexabrix® 


4± 1 


2±0 


Glycine betaine 5mg/kg + 
lopamidol® 


5.33 ±0.58 


2.33 ± 0.48 



5 



Exemple 9 : Evaluation du temps d'hemorragie provoquee (THP) 





THP (secondes) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


101.52 ±5.7 


Hexabrix® 


195 ± 13.23 


lopamidol® 


128 ±7.64 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Hexabrix® 


150 ±5 


Glycine betaine 5mg/kg + 
lopamidol® 


111 ±6.60 



10 Exemple 10: Evaluation de Pagregation plaquettaire apres alteration vasculaire par les 
tirs lasers 





Amplitude (Ohms) 


Velocite (Ohms/min) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


13 ± 1 


9± 1 


Hexabrix® 


6± 1 


5.66 ±0.57 


lopamidol® 


15 ±2.64 


12.33 ± 0,50 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Hexabrix® 


2± 1 


5±0 


Glycine betaine 5mg/kg + 
lopamidol® 


4.66 ± 0.52 


9.33 ± 0.8 
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Exemple 11 : Evaluation de 1'efFet de la glycine betaine vis a vis des cellules sanguines 
a/ Denombremeut des plaquettes 



10 





9 

Nombre plaquettes (10 ) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


788.33 ±30.14 


Hexabrix® 


620 ± 10 


lopamidol® 


585.67 ±23.54 


Glycine betaine 5nig/kg + 
Hexabrix® 


669.67 ±7.37 


Glycine betaine 5ing/kg + 
lopamidol® 


704.33 ± 92.33 


b/ Denombremeut des globules blancs 




Nombre globules blancs 
(10 12 ) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


5.03 ± 0.20 


Hexabrix® 


2.96 ±0.21 


lopamidol® 


3.06 ±0.35 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Hexabrix® 


4.20 ±0.1 


Glycine betaine 5mg/kg + 
lopamidol® 


3.9 ±0.3 



c/ Denombremeut des globules rouges 





Nombre globules rouges 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


6.56 ±0.15 


Hexabrix® 


5.43 ±0.47 


lopamidol® 


5.5 ±0.36 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Hexabrix® 


6.5 ±0.15 


Glycine betaine 5mg/kg + 
lopamidol® 


6.6 ±0.19 
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Exemple 12 : Bilan biologique 
a/ Temps de Quick 



10 





TQ (secondes) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


17± 1 


Hexabrix® 


24.13 ±1 


lopamidol® 


28.1 ±0.75 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Hexabrix® 


16.36±0.56 


Glycine betaine 5mg/kg + 
lopamidol® 


17.83 ± 1.2 



b/ Temps de cephaline active (TCA) 



c/ Dosage du fibrinogene 





TCA (secondes) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


20.5 ± 0.5 


Hexabrix® 


49.3 ± 1.85 


lopamidol® 


41.33 ±0.8 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Hexabrix® 


25.4 ±0.61 


Glycine betaine 5mg/kg + 
lopamidol® 


22.4 ±0.7 





Fibrinogene (g/l) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


2.45± 0.19 


Hexabrix® 


1.49± 0.18 


lopamidol® 


1.5 ±0.8 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Hexabrix® 


1.7 ±0.09 


Glycine betaine 5mg/kg + 
lopamidol® 


1.9±0.1 
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d/ Dosage de FalphaJ-AntipIasmine (a2AP) 



1 

1 

1 


a 2AP (%) 


Temoin oegatif 
NaCI 0.9% 


30.16 ±0.85 


Hexabrix® 


23.26 ± 1.06 


Iopamidol® 


25.23 ± 0.95 


Glycine be tame 5mg/kg + 
Hexabrix® 


25.66 ±0.64 


Glycine betalne 5mg/kg + 
Iopamidol® 


28.13 ±0.8 



d Dosage dc 1' Antithrombine III (AT III ) 





at in (%) 


Temoin negatif 
NaCI 0.9% 


86.3 ± 3 


Hexabrix® 


81.63 ±0.66 


Iopamidol® 


70.6 ± 1.51 


Glycine betalne 5mg/kg + 
Hexabrix® 


79.1 ± 1.05 


Glycine betaine 5mg/kg + 
Iopamidol® 


87.26 ±0.9 



10 



Le traitement avec la glycine betaine inhibe les complications thrombo-emboliques 
assocides a 1'utilisation des produits de contrastc. En effet, ce traitement avec la glycine 

15 betaine, avant ou pendant rinjection des produits de contraste, diminue Tadhesion des 
plaquettes et leur agregation au niveau vasculaire .Ces rfsultats demontrent 1'effet anti- 
thrombotique et thrombolytique de la glycine betaine. I] est a noter que les produits de 
contraste peuvent avoir d'autres effets secondaires tels que la stase sanguine au niveau des 
catheters et les lesions endothelials causees par les procedures d'administrations elles- 

20 memes. La glycine betaine remedie a ces effets indesirables. 



25 
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5 CONCLUSION 



La glycine betaine possede les memes, voire de meilleures, caracteristiques 
therapeutiques que les anticoagulants et les anti-agregants etudies (acide acetylsalicylique et 
Theparine ), tout en ne presentant aucun effet indesirable. 

10 

Les performances superieures en terme d'efficacite therapeutique de la glycine betaine 
par rapport a ces deux molecules ( acide acetylsalicylique et heparine ) incitent a la formulation 
d'un medicament ayant pour principe therapeutiquement actif la glycine betaine. Ce 
medicament etant destine au traitement des thromboses et des affections thrombo-emboliques. 

15 

Selon les resultats exposes ce medicament revendique aussi les indications 
anticoagulant, anti-agregant et fibrinolytique. L'innocuite demontree de cette molecule permet 
d'envisager des traitements a long terme sans pour autant necessiter une surveillance 
biologique. 

20 

L'interet de Tutilisation de la glycine betaine reside dans le fait qu'elle agit a plusieurs 
niveaux de l'hemostase a savoir au niveau de l'agregation plaquettaire, au niveau de la 
coagulation et au niveau fibrinolytique. Cette activite est durable et evite des administrations 
repetitives ce qui constitue une amelioration notable par rapport aux traitements existant. 
25 L' administration de la betaine n'induit aucun risque hemorragique, ni autres effets secondares 
( ex : thrombopenie induite a Theparine ) ce qui constitue une avancee majeure en therapeutique 
antithrombotique. 
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REVENDICATIONS 

5 

1. Utilisation de la glycine betaine pour 1'obtention d'un medicament destine a traiter 
les thromboses non induites par l'homocystinurie. 

2. Utilisation de la glycine betaine pour 1'obtention d'un medicament destine a traiter 
les affections thrombo-emboliques non induites par l'homocystinurie. 

10 3. Utilisation de la glycine betai'ne pour 1'obtention d'un medicament destine a traiter 

les desordres de la coagulation du sang chez un patient. 

4. Utilisation de la glycine betaine pour 1'obtention d'un medicament destine a traiter 

les desordres de l'agregation plaquettaire chez un patient. 

5 Utilisation de la glycine betaine pour 1'obtention d'un medicament destine a lyser 

15 un thrombus. 

6. Utilisation de la glycine betaine pour 1'obtention d'un medicament destine k 
traiter les thromboses chez les sujets a risque hemorragique. 

7. Utilisation de la glycine betaine comme agent anticoagulant pour la 
conservation du sang ex-vivo. 

20 8. Utilisation de la glycine betaine pour 1'obtention d'un medicament destine a 

contrecarrer les effets thrombo-emboliques induits par les produits de contraste. 

9. Utilisation de la glycine betaine selon la revendication 8, caracterisee en ce qu'elle 
puisse etre simultanement administree avec des produits de contraste a un patient. 

10. Utilisation de la glycine betaine comme principe actif selon Tune quelconque des 
25 revendications 1 a 9, caracterisee en ce qu'une quantite efficace de glycine betaine est 

associee a un support, vehicule ou excipient pharmaceutiquement acceptable. 



FEUILLE RECTIFIEE (REGLE 91) 



BNSDOCIO <WO 0O51596A1 IA> 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Inte onaJ Application No 

PCT/BE 00/00021 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 A61K31/205 



According to mtem*oori*i Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum oocumentatxxi searcneo (classification system followed Dy classification symbols) 

IPC 7 A61K 



Documentation searcneo other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searcneo 



Electronic oau base consulted curing the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 



a DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category • 


Citation of document, with mc* cation, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


Y 


MO 97 06795 A (KALVINSH IVARS ;VEVERIS 
MARIS (LV)) 27 February 1997 (1997-02-27) 
abstract 

page 5, last paragraph 


1-4,7,10 


Y 


EP 0 781 554 A (TAIHO PHARMACEUTICAL CO 
LTD ;VALSTS ZINATNISKA IESTADE BEZP (LV)) 
2 July 1997 (1997-07-02) 
abstract 

page 2, line 56 -page 3, line 13 
page 4, line 13 - line 34; claims 


1-4,7,10 


A 


WO 98 19690 A (SQUIBB BRISTOL MYERS CO) 

14 May 1998 (1998-05-14) 

page 1, line 1 -page 2, line 26 

page 5, line 7 - line 20 

page 6, line 16 - line 19; claims 16-19 


1-10 



m 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



Patent family members are listed in annex. 



* Special categories of cited documents : 

"A* document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
'E' earlier document but published on or after the international 

filing date 

V document which may throw doubts on priority daim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

*0* document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P" document published pn or to the international filing date but 
later than the pnonty date claimed 



T* later document published after the international filing date 
or pnonty date and not in conflict with the application but 
cited to understand the pnncrple or theory underlying the 
invention 

'X' document of particular relevance: the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

"Y" document of particular relevance: the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 

9 June 2000 


Date of mailing of the international search report 

19/06/2000 


Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office. P.B. 581 8 Patent! a an 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31 -70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nf . 
Fax: («k31-70) 3*0-0016 


Authorized officer 

Hoff, P 



Form PCT/1SA/210 (i«oond rtMll (Jtfy 1992) 
BNSDOCID <WO 0051596A1 IA> 



page 1 of 3 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



Inter >nal Applicatton No 

PCT/BE 00/00021 



C(Contlnuatton) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category * 


Citation of document, with truncation, where appropriate, 0/ tne relevant passages 


Relevant to datm No. 


A 


WO 95 15750 A (HASHIM SAMI A) 
15 June 1995 (1995-06-15) 
the whole document 


1-10 


A 


W0 97 38685 A (HAEUSSINGER DIETER) 
23 October 1997 (1997-10-23) 
abstract 

page 4, line 30 -page 8, line 6 

page 12, line 27 -page 14, line 5; claims 

1,8,9,11-13,15,18 


1-10 


A 


EP 0 347 864 A (STRYDOM ANDRIES JOHANNES 
CORNE) 27 December 1989 (1989-12-27) 
le document en entier, plus 
parti culierement page 3, ligne 10 and 
revendi cation 7 


1-10 


A 


DATABASE CHEHABS 'Online! 

CHEMICAL ABSTRACTS SERVICE, COLUMBUS, 

OHIO, US 

ZAPADNYUK, V. I. ET AL: "Bile-secretory 
effect of trimethylglycine in normal and 
atherosclerotic animals of different ages" 
retrieved from STN 

Database accession no. 107:190742 HCA 

XP002123170 

abstract 

& BYULL. EKSP. BIOL. MED. (1987), 104(7), 
30-2, 


1-10 


A 


DATABASE CHEMABS 'Online! 

CHEMICAL ABSTRACTS SERVICE, COLUMBUS, 

OHIO, US 

PANTELEIMONOVA, T. N. ET AL: "Effect of 

trimethylglycine on lipid metabolism in 

rabbits with experimental atherosclerosis" 

retrieved from STN 

Database accession no. 99:99080 HCA 

XP002123171 

abstract 

4 FARMAKOL. T0KSIK0L. (MOSCOW) (1983), 
46(4), 83-5, 


1-10 


A 


FAZIO B ET AL: "Treatment of human 

atherosclerosis with betaine." 

MINERVA MED, (1961 APR 25) 52 1511-6., 

XP000853747 

the whole document 


1-10 


A 


p u i tct ft 4i • "uactpc uAWMJiiru nrp 

r.H. LIj\ 1 1 HL.. nftULKo nMNUDULtl Utl\ 

PHARMAZEUTISCHEN PRAXIS" 
1972 , SPRINGER-VERLAG , BERLIN. 
HEIDELBERG. NEW YORK XP002123167 
page 431 

-/-- 


1 -1 ft 



Ponrt PCM S A3 10 «aortanu*oon at 
BNSOOOD <WO 0OS1566A1 IA> 



•tj {July '092) 



page 2 of 3 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



tntn . anal Application No 

PCT/BE 00/00021 



C(ConttnuaUon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category • Citation of document, with indication,where appropriate, oi the relevant passages 



Relevant to daim No. 



"Betaine for homocystinuria." 
MEDICAL LETTER ON DRUGS AND THERAPEUTICS, 
(1997) 39/993 (12)., XP000853853 
the whole document 

WILCKEN D E ET AL: "The natural history 
of vascular disease in homocystinuria and 
the effects of treatment." 
JOURNAL OF INHERITED METABOLIC DISEASE, 
(1997 JUN) 20 (2) 295-300., XP000853897 
the whole document 

J.E.F. REYNOLDS: "MARTINDALE, The Extra 
Pharmacopoeia" 

1996 , ROYAL PHARMACEUTICAL SOCIETY , 
LONDON XP002123168 
"Betaine hydrochloride" 
page 1679 



1-10 



1-10 



1-10 



"the merck index" 
1996 , MERCK & CO , 
XP002123169 
"Betaine" 
page 198 



WHITEHOUSE STATION, NJ 



1-10 



PormPCT/1SA<2iO(oonarxianonof second sh»«t) JJuty .992) 
BNSDOCIO <WO 0051596A1 IA> 



page 3 of 3 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

information on patent family member* 



Inter jnal Application No 

PCT/BE 00/00021 



Patent document 


Publication 




Patent family 


Publication 


cited in search report 


date 




members) 


date 


W0 9706795 A 


27-02-1997 


LV 


11727 A 


20-04-1997 






LV 


11727 B 


20-08-1997 



EP 0781554 


A 


02- 


-07- 


-1997 


JP 


10095731 A 


14-04-1998 












US 


5965615 A 


12-10-1999 












wo 


9704767 A 


13-02-1997 


WO 9819690 


A 


14- 


-05- 


-1998 


AU 


719290 8 


04-05-2000 












AU 


5244298 A 


29-05-1998 












EP 


0951293 A 


27-10-1999 












US 


6008221 A 


28-12-1999 


WO 9515750 


A 


15- 


-06- 


-1995 


AU 


1265295 A 


27-06-1995 


W0 9738685 


A 


23- 


-10- 


•1997 


AU 


2386097 A 


07-11-1997 












CA 


2251071 A 


23-10-1997 












EP 


0946167 A 


06-10-1999 












NO 


984759 A 


12-10-1998 












US 


5880098 A 


09-03-1999 



EP 0347864 A 27-12-1989 



AU 


2999192 A 


04-02-1993 


AU 


3673789 A 


04-01-1990 


DK 


313989 A 


25-12-1989 


JP 


2067216 A 


07-03-1990 


MC 


2041 A 


30-05-1990 


NO 


892617 A 


27-12-1989 


NZ 


229670 A 


28-07-1992 


ZA 


8904797 A 


28-03-1990 



Pom PCT.1SA/210 <pti«ni t*m*y •nr*n [Xiy 19«2) 
BNSCXXID «WO 0051S96A1 IA» 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Derr. 2 Internationale No 



PCT/BE 00/00021 

A. CLASSEMENT OE L'OBJET OE LA DEUANOE *~" 

CIB 7 A61K3 1/205 



Sejon la classification Internationale des brevets (ClB) ou a la fois seion la classification national e g la OB 

8. DOMAWES SUB LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 

Documentation minim ale consul tee (systeme de classification suvi des symbol es de classement) 

CIB 7 A61K 



Documentation consultee autre que la documentation minimal e dans la mesure ou ces documents re! event des domaines sur lesquels a porte la recnercne 



Base de donnees eiectronique consultee au cours de la recherche Internationale (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recnercne utilises) 



C. DOCUMENTS CONSJDERES COMME PERTINENTS 



Categone * 


Identification des documents cites, avec. ie cas echeant, llndi cation des passages pertinents 


no. des revendications visees 


Y 


W0 97 06795 A (KALVINSH IVARS ;VEVERIS 


1-4,7,10 




MARIS (LV)) 27 fevrier 1997 (1997-02-27) 




abrege 






page 5, dernier alinea 




Y 


EP 0 781 554 A (TAIH0 PHARMACEUTICAL CO 


1-4,7,10 




LTD jVALSTS 2INATNISKA IESTADE BEZP (LV)) 




2 juillet 1997 (1997-07-02) 






abrege 






page 2, ligne 56 -page 3, ligne 13 






page 4, ligne 13 - ligne 34; 






revendications 






-/-- 





m 



Voir la suite ou cadre C pour la tin de la hste des documents 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



* Categories speoales de documents cites: 

•A" document definissant fetat general de la technique, non 
considere comme pamcuiierement pertinent 

"E" document anteoeur. mais pubiie a la date de depot international 

ou acres cette date 
V document pouvartt jeter un doute sur une revencication de 

pnonte ou ate pour determiner la date de publication d une 

autre citation ou pour une raison special e {telle qu'indiquee) 
•O* document se reterant a une divulgation orale, a un usage, a 

une exposition ou tous autres mo yens 

"P* document puttie avant la date de depot international, mais 
posteneurement a la date de pnonte revendiquee 



T" document ulterieur pubiie apres la date de depot international ou la 
date de pnonte et n'appartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent mais cite pour comprendre le principe 
ou la theone const) tuant la base de I invention 

"X* document particutiefement pertinent: l inven tion revendiquee ne peut 
etre constderee comme nouvette ou comme impli quant une actwrte 
inventive par rapport au document considere isdement 

*Y" document particuiierement pertinent; finven tion revendiquee 
ne peut etre constderee comme impiiquant une activtte inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evtdente 
pour une personne du metier 

"&* document qui fait partie de la meme famine de brevets 



Date a laquetie la recherche intemabonaJe a ete etfectivement achevee 

9 jinn 2000 


Date d'expedition 0x1 present rapport de recherche intemaoonaie 

19/06/2000 


Nom et adresse pes tale de 1' administration chargee de la recnercne mtemationale 
Office Europe en des Brevets. P.B. 581 8 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (♦31-70) 340-2040. Tx. 31 651 eponi. 
Fax: (+01-70) 340-3016 


FoncQonnaire autonse 

Hoff, P 



PCT.1SA/210 li 



BNSOOCID <WO 00515&6A1 IA> 



page 1 de 3 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



Dent > Internationale No 

PCT/BE 00/00021 



C.(sutte) DOCUMENTS CONSIOERES COMME PERTINENTS 


Categoric ° 


Identification des documents cites, avec.le caa eeheant, I'lndlcatlondea paaaagea pertinents 


no. des revendications visees 


A 


W0 98 19690 A (SQUIBB BRISTOL MYERS CO) 

14 mai 1998 (1998-05-14) 

Daae 1. liane 1 -Daae 2. lione 26 

page 5, ligne 7 - ligne 20 

page 6, ligne 16 - ligne 19; 

revendications 16-19 


1-10 


A 


W0 95 15750 A (HASHIM SAMI A) 
15 juin 1995 (1995-06-15) 
le document en entier 


1-10 


A 


W0 97 38685 A (HAEUSSINGER DIETER) 
23 octobre 1997 (1997-10-23) 
abrege 

page 4, ligne 30 -page 8, ligne 6 
oaae 12 liane 27 -oaae 14 lione 5' 
revendications 1,8,9,11-13,15,18 


1-10 


A 


EP 0 347 864 A (STRYD0M ANDRIES JOHANNES 
C0RNE) 27 decembre 1989 (1989-12-27) 
le document en entier, plus 
parti cul ierement page 3, ligne 10 and 
revendi cation 7 


1-10 


A 


DATABASE CHEMABS 'Online! 

CHEMICAL ABSTRACTS SERVICE, COLUMBUS, 

OHIO, US 

ZAPADNYUK, V. I. ET AL: "Bile-secretory 
effect of tri methvl al vci ne in normal and 

V_ 1 1 l» V» V W 1 \rl 1 IIIV tfllj 1 VJ 1 J V> 1 111 1 IVl lllw 1 Ol 1 1 V4 

atherosclerotic animals of different ages" 
retrieved from STN 

Database accession no. 107:190742 HCA 

XP002123170 

abrege 

& BYULL. EKSP. BIOL. MED. (1987), 104(7), 
30-2, 


1-10 


A 


DATABASE CHEMABS 'Online! 

CHEMICAL ABSTRACTS SERVICE, COLUMBUS, 

OHIO, US 

PANTELEIMONOVA, T. N. ET AL: "Effect of 
trimethvl al vci ne on lioid metabolism in 

V * I III Sm VIIT 'y*^ ^ 1 • »V» WM I I \J 1 \Jk lllw W SA w w ) 1 *J 1 J 1 III 

rabbits with experimental atherosclerosis" 

retrieved from STN 

Database accession no. 99:99080 HCA 

XP002123171 

abrege 

& FARMAK0L. T0KSIK0L. (MOSCOW) (1983), 
46(4), 83-5, 


1-10 


A 


FAZIO B ET AL: "Treatment of human 

atherosclerosis with betaine." 

MINERVA MED, (1961 APR 25) 52 1511-6., 

XP000853747 

le document en entier 

-/-- 


1-10 



FormUAtra PCT/1SA/2IO (tut* a« la (Mussnw f«ui8e> guiilat 19921 
BNSDOCID <WO 005 1 596A 1 IA> 



page 2 de 3 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



DefT s Internationale No 

PCT/BE 00/00021 



C(sulte) DOCUMENTS CONSJDERES COM ME PERTINENTS 



Categoric c Identification des documents cites, avec, te cas echeanU I* tndtaattondes paaaagea pertinents 



no. des revendkatjons visees 



P.H. LIST ET AL.: "HAGERS HANDBUCH DER 
PHARMAZEUTISCHEN PRAXIS" 
1972 , SPRINGER-VERLAG , BERLIN. 
HEIDELBERG. NEW YORK XP002123167 
page 431 

"Betaine for homocystinuria. " 
MEDICAL LETTER ON DRUGS AND THERAPEUTICS, 
(1997) 39/993 (12)., XP000853853 
le document en entier 

WILCKEN D E ET AL: "The natural history 
of vascular disease in homocystinuria and 
the effects of treatment." 
JOURNAL OF INHERITED METABOLIC DISEASE, 
(1997 JUN) 20 (2) 295-300., XP000853897 
le document en entier 

J.E.F. REYNOLDS: "MARTINDALE, The Extra 
Pharmacopoeia" 

1996 , ROYAL PHARMACEUTICAL SOCIETY , 
LONDON XP002123168 
"Betaine hydrochloride" 
page 1679 



1-10 



1-10 



1-10 



1-10 



"the merck index" 
1996 , MERCK & CO . 
XP002123169 
"Betaine" 
page 198 



WHITEHOUSE STATION, NJ 



1-10 



Fomuiffi PCT/tSA^IO ituta oo t* OMuomrrm teulei (jurtrtl 1992) 
BNSDOCID <WO 0O51S96A1 IA> 



page 3 de 3 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 

Renaelgnements re tat If a aux memoresoe families de brevet* 



Den a Internationale No 

PCT/BE 00/00021 



Document brevet cite 


Date de 


Membre(s) de ia 


Date de 


au rapport de recherche 


publication 


famille de brevet(s) 


publication 


WO 9706795 A 


27-02-1997 


l_ V 


11/ l/ n 


20-04-1997 






LV 


11727 B 


20-08-1997 


— — — • "~ 

EP 0781554 A 


— — — — — — _ — — — _ 

02-07-1997 


JP 


10095731 A 


— — 

14-04-1998 






US 


5965615 A 


12-10-1999 






wo 


9704767 A 


13-02-1997 


W0 9819690 A 


14-05-1998 


AU 


719290 B 


04-05-2000 






AU 


5244298 A 


29-05-1998 






EP 


0951293 A 


27-10-1999 






US 


6008221 A 


28-12-1999 



W0 9515750 


A 


15-06- 


•1995 


AU 


1265295 A 


- 27-06-1995 


W0 9738685 


A 


23-10- 


•1997 


AU 


2386097 A 


07-11-1997 










CA 


2251071 A 


23-10-1997 










EP 


0946167 A 


06-10-1999 










NO 


984759 A 


12-10-1998 










US 


5880098 A 


09-03-1999 



EP 0347864 


A 


27-12-1989 


AU 


2999192 A 


04-02-1993 








AU 


3673789 A 


04-01-1990 








DK 


313989 A 


25-12-1989 








JP 


2067216 A 


07-03-1990 








MC 


2041 A 


30-05-1990 








NO 


892617 A 


27-12-1989 








NZ 


229670 A 


28-07-1992 








ZA 


8904797 A 


28-03-1990 



Forma** • PCT/ISA/210 lanrwn a* Drcveuj y>j»t»t 1 992) 

BNSDOCID <WO 0051S96A1 IA> 



